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RIASSUNTO ANALITICO 
 
Questo lavoro di tesi sperimentale è stato svolto nel Laboratorio di Tecnologie 
Genomiche presso l’Istituto di Fisiologia Clinica del Consiglio Nazionale delle 
Ricerche di Pisa. 
Gli minimal hammerhead ribozyme (mHHR) sono molecole oligonucleotidiche a base 
di RNA dotate di attività catalitica endo-ribonucleasica in grado di scindere 
selettivamente uno specifico bersaglio di RNA. La possibilità di sintetizzare per via 
chimica queste molecole consente di progettare ribozimi che siano in grado di esplicare 
la propria attività endonucleasica contro specifici RNA messaggeri target. Per questi 
motivi i HHR possono avere impiego come strumenti di knock-down genico in studi di 
controllo dell’espressione genica. Potenzialmente queste molecole possono avere ampie 
prospettive di impiego in campo terapeutico. 
Lo scopo di questa tesi è stato quello di applicare un metodo per la progettazione, la 
sintesi, la purificazione e la caratterizzazione di ribozimi in grado di bloccare due target 
specifici: la proteina BcL-2 (B-cell lymphoma 2) e BIRC5 (Bacuroviral inhibitor of 
apoptosis repeat-containing 5). Entrambe le proteine, pur appartenendo a famiglie 
diverse, agiscono come regolatori dell’apoptosi cellulare. 
Innanzitutto, utilizzando un sistema bioinformatico chiamato ALLADIN, è stata 
progettata la sequenza del ribozima e, sulla base di motivate valutazioni, è stata scelta la 
sequenza più appropriata per lo scopo che ci si era prefisso. Tale sequenza è stata quindi 
sintetizzata per via chimica, utilizzando un sintetizzatore di oligonucleotidi (sintesi 
mediante fosforoamiditi). 
Una volta purificata la sequenza, sono stati condotti studi di cinetica, modificando di 
volta in volta il rapporto tra ribozima e target e anche le concentrazioni di magnesio 
all’interno del tampone di reazione importante per il funzionamento del ribozima. 
Per valutare l’effetto di interazioni a lunga distanza tra le diverse porzioni che 
costituiscono il ribozima, è stata aggiunta una “coda” (o “tail”), ovvero una piccola 
sequenza oligonucleotidica all’estremità 5’ della sequenza canonica. L’attacco al 
ribozima di nostro interesse è stato realizzato utilizzando uno specifico linker SMCC 
(succinimidyl 4-[N-maleimidomethyl]cyclohexane-1-carboxylate) che ha consentito la 
formazione di un legame covalente tra molecole dotate di gruppi amminici alifatici 
primari e gruppi tiolici. In questo modo sono stati realizzati gli extended hammerhead 
6 
 
ribozyme (eHHR) sui quali sono stati condotti studi di cinetica, nelle stesse condizioni 
dei precedenti, per apprezzare la variazione di attività in presenza di ”code”. Questo 
approccio può essere utilizzato per modulare in modo semplice l’attività di ribozimi 
minimal ed extended dotati di code con diverse sequenze. 
I risultati ottenuti possono fornire un contributo interessante per la progettazione di 
ribozimi dotati di un’apprezzabile attività catalitica alla concentrazione di ioni magnesio 
presenti nei fluidi biologici e nel citosol, e quindi nelle condizioni in cui i ribozimi 
devono agire all’interno delle cellule bersaglio per espletare la loro funzione. 
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.1 FARMACI OLIGONUCLEOTIDICI GENE-
SPECIFICI: I RIBOZIMI HAMMERHEAD 
 
.1.1 Struttura dei ribozimi hammerhead 
 
I ribozimi sono molecole a singolo filamento di RNA, dotate di attività catalitica, capaci 
di promuovere reazioni di varia natura. I più conosciuti e studiati sono quelli capaci di 
compiere la scissione di legami fosfodiesterici di filamenti a RNA in corrispondenza di 
siti specifici. Tra questi troviamo il ribozima “hammerhead” che è il più piccolo RNA 
catalitico conosciuto ed ha un’attività endoribonucleasica. È anche quello più studiato 
perché si ottiene facilmente anche per via sintetica. [Citti et al., 2005] 
Alla fine degli anni ’80 furono prodotti ribozimi hammerhead che avevano un’attività 
scissile “in trans”, ovvero in grado di scindere altre molecole di RNA. Questi ribozimi 
“trans-acting” sono in grado di attuare una scissione sequenza-specifica di molecole di 
RNA, contro le quali vengono appositamente modellati [Citti et al., 2005]. Dopo questi 
primi ribozimi ne sono stati progettati molti altri contro specifiche sequenze di RNA, in 
modo da modulare l’espressione di particolari geni. 
La struttura secondaria dei ribozimi hammerhead è costituita da tre eliche (stem) di 
arbitraria sequenza e lunghezza connesse con tre porzioni (bulge) altamente conservate 
a singolo filamento. I tre domini distinti di questi ribozimi sono: 
 Il dominio che lega l’RNA bersaglio: costituito da due braccia non contigue 
(stem I e III) che si appaiano con il bersaglio, conferendo ai ribozimi la 
specificità per il bersaglio. 
 Il dominio catalitico: costituito da una sequenza altamente conservata a singolo 
filamento, che permette di connettere gli stem I, II e III. 
 Il dominio strutturale: fatto dallo stem II, importante per mantenere la geometria 
del core catalitico. Rilevante per l’attività del ribozima è anche la lunghezza di 
questo stem, se più corto di due paia di basi l’attività è minore rispetto a quando 
lo stem è costituito da più di due paia di basi [Birikh et al, 1997]. 
L’unico requisito importante che deve avere l’RNA target è una piccola sequenza 
costituita da tre nucleotidi a livello del sito di scissione: 5’-NUH-3’ dove N è qualsiasi 
nucleotide (A,G,C,U), mentre H è rappresentato da tutti i nucleotidi, tranne G. 
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Figura 1. Rappresentazione schematica di un ribozima hammerhead legato al suo specifico RNA 
target. La freccia indica il sito di cleavage. La numerazione usata è quella convenzionale proposta 
da Hertel at al 1992. [Tedeschi at al 2009]. 
 
 
La reazione catalizzata da un ribozima hammerhead è un’isomerizzazione idrolitica di 
uno specifico legame fosfodiesterico e procede con un meccanismo di sostituzione 
nucleofila SN2. Il gruppo 2’-OH del ribosio, adiacente al legame fosfodiesterico scissile, 
attua un attacco nucleofilo in linea sull’atomo di fosforo portando alla formazione di 
due frammenti: uno che all’estremità H17 del complesso catalitico presenta un 2’-
3’fosfodiestere ciclico, mentre l’altro all’estremità corrispondente al nucleotide N1 
presenta un gruppo uscente 5’-OH libero. 
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Figura 2. Stato di transizione della reazione catalizzata dal ribozima hammerhead. Una base 
generale (B, in rosso) deprotona il 2’-O, e un acido generale (A, in blu), fornisce un protone al 
gruppo uscente 5’-O. I legami che si rompono e si formano (linea tratteggiata) devono essere in 
posizione assiale a circa 180° l’uno dall’altro. La reazione produce un gruppo 2’, 3’-fosfodiestere 
ciclico. 
 
Inizialmente gli hammerhead ribozimi erano considerati dei metallo-enzimi, in quanto 
era stato visto che per il meccanismo di catalisi erano importanti due ioni Mg
++
 
esacomplessati che mediavano una catalisi acido-base generalizzata [Kumar et al 1996]. 
I dati strutturali pubblicati da Martrick e Scott nel 2006 hanno fatto notare come lo ione 
magnesio non aveva un ruolo fondamentale nella reazione di catalisi, mentre erano 
importanti i nucleotidi G8 e G12. In particolare N1 di G12 si comporta da base 
deprotonando l’idrossile nucleofilo in 2’ e l’idrossile in posizione 2’ del nucleotide G8 
si comporta da acido protonando l’ossidrile coinvolto nel legame fosfodiestere scissile 
(Figura 3). 
 
 
Figura 3. Meccanismi di catalisi proposto per i ribozimi hammerhead. Il nucleotide G12 (in rosso) 
si comporta come base generale, mentre il G8 (in blu scuro) come acido. In figura sono 
rappresentate anche la molecola di RNA in nero e le molecole di acqua, in azzurro e magenta, che 
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giocano il ruolo di catalizzatori acido e base specifici. Il nucleotide G12 deprotona il 2’-OH del 
ribosio del sito di cleavage solo se l’azoto N1 endociclico è deprotonato. La deprotonazione può 
avvenire per semplice ionizzazione o mediante una tautomerizzazione verso la forma enolica 
(evento raro). Contemporaneamente a questa deprotonazione, avviene la formazione del legame tra 
l’atomo di fosforo e l’atomo di ossigeno 2’ e la rottura del legame tra lo stesso atomo di fosforo e 
l’ossigeno in 5’. G8 rilascia un protone che viene simultaneamente rimpiazzato da una molecola di 
acqua adiacente. 
 
 
Questi nuovi studi cristallografici erano stati eseguiti su ribozimi hammerhead 
provenienti da RNA satellite di Schistosoma mansoni. Questi ribozimi vennero definiti 
“full-length” o “extended” in contrapposizione con quelli usati in precedenza che erano 
definiti “minimal”. I full-length hanno sequenze aggiuntive (“hairpin-loop” o “bulge-
loop”) negli stem I e II che permettono la formazione di interazioni di tipo terziario tra 
le due eliche.  
Queste interazioni terziarie, tra le regioni del loop e del bulge, inducono cambiamenti 
strutturali che influenzano la conformazione del core catalitico. Queste variazioni 
strutturali consentono ai nucleotidi C3 e G8, presenti nel dominio catalitico, di formare 
un accoppiamento stabile seguendo le regole di Watson e Crick. Questo appaiamento 
permette al core catalitico di assumere la corretta conformazione affinché il 2’-OH, il 
fosfato del nucleotide scissile (N17) e il 5’-OH del nucleotide a valle del sito di 
cleavage (N1) siano allineati in modo tale da consentire la corretta geometria “in linea” 
dell’attacco nucleofilo (Figura 4). 
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Figura 4. Rappresentazione schematica del dominio catalitico. La freccia singola rappresenta il sito 
di cleavage, mentre le doppie frecce rappresentano le interazioni tra i nucleotidi dei loops L1 e L2. 
[Przybilski et al. 2007]  
 
 
Nei ribozimi hammerhead “minimal”, come si evince dai dati cristallografici, il 
nucleotide G8 si appaia con A13, mentre C3 forma un legame a idrogeno con il C17; 
dando luogo a strutture conformazionali inattive. 
Poiché i ribozimi “extended” catalizzano la reazione anche centinaia di volte più 
velocemente dei minimal, si può pensare che il core catalitico dei mHHR vada incontro 
a cambiamenti conformazionali per assumere una struttura molto simile a quella degli 
eHHR diventando così attivo cataliticamente [Nelson e Uhlenbeck 2008]. 
In generale possiamo dire che in soluzione esiste un rapido equilibrio tra conformazione 
attiva e quella inattiva [Martick and Scott 2006; Nelson e Uhlenbeck 2008] e che la 
capacità di alterare tale equilibrio influenza l’attività catalitica di un ribozima (figura 5). 
I ribozimi minimal hanno un’attività catalitica ridotta rispetto agli extended perché, per 
motivi strutturali, raggiungono la conformazione attiva meno frequentemente.  
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Figura 5. Meccanismo della reazione di cleavage del ribozima extended. La capacità di formazione 
dei legami terziari loop/bulge influenza l’equilibrio tra forma attiva e inattiva aumentando la 
frequenza con cui è raggiunta quella attiva. I ribozimi minimal, non essendo in grado di formare 
queste interazioni terziarie, raggiungono la conformazione attiva meno frequentemente. 
 
 
Insieme ai siRNA e alla somministrazione degli antisenso, l’uso di ribozimi è uno dei 
metodi più usati di silenziamento genico (knock-down) basato sull’inattivazione 
dell’mRNA [Tedeschi L. et al 2009]. 
Tutti gli inibitori oligonucleotidici riconoscono il loro RNA target attraverso interazioni 
complementari tra le basi, creando così strutture a doppia elica. Pertanto la specificità di 
legame dipende dalla sequenza nucleotidica e dalla termodinamica degli appaiamenti. 
Alcune sequenze, però, possono essere condivise tra molecole di mRNA di origine 
diversa, sollevando un problema nella progettazione di questi inibitori: la specificità. 
Quindi diventa molto importante progettare oligonucleotidi in grado di legarsi in 
maniera specifica ad una sequenza dell’mRNA bersaglio che abbiamo scelto. 
I ribozimi hammerhead devono la loro specificità di legame all’appaiamento con 
sequenze complementari presenti sull’mRNA target, grazie a due segmenti non 
contigui. In alcuni casi però si può formare un complesso target-ribozima instabile e 
non attivo dovuto a parziali omologie causate dal legame all’mRNA, di una sola delle 
due braccia. Quindi non si ottiene più il giusto ripiegamento del core catalitico, che, di 
conseguenza, non è in grado di operare la scissione del legame bersaglio. È quindi 
importante che le due sequenze non contigue del ribozima siano in grado di appaiarsi 
con le regioni complementari del target, in modo tale da formare un complesso 
ribozima-target stabile e attivo.  
Una caratteristica importante dei ribozimi hammerhead è che riescono ad agire senza 
l’aiuto di componenti cellulari, a differenza dei siRNA che hanno bisogno di un 
complesso multiproteico. Ciò rappresenta un vantaggio perché rende i ribozimi degli 
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strumenti autonomi e soprattutto perché permette di estendere la loro azione ad altri 
compartimenti cellulari, oltre al citosol. 
In conclusione i HHR sono potenti strumenti molecolari caratterizzati da un’alta 
specificità per il target, da enormi potenzialità per lo sviluppo e l’applicazione e spesso 
vengono scelti per la realizzazione di una strategia di knock-down genico, anche se è 
più complessa e costosa. 
I fattori da prendere in considerazione per ottenere un’efficiente strategia di knock -
down mediante ribozimi sono: 
 L’efficienza della veicolazione intracellulare (cell delivery), cioè la dose utile 
disponibile a livello del sito d’azione 
 L’emivita del ribozima 
 La velocità di turnover dell’RNA bersaglio, che in caso di stress potrebbe essere 
estensivamente trascritto 
 L’emivita dei relativi prodotti proteici. 
Un turnover troppo rapido dell’RNA o l’emivita troppo lenta della proteina possono 
prevenire l’effetto biologico dell’inibitore molecolare. 
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.1.2 Cinetica dei ribozimi 
Per descrivere il comportamento cinetico dei ribozimi si ricorre al modello di 
Michaelis-Menten: 
 
 
 
In questo caso E rappresenta il ribozima, S il target (substrato), ES l’intermedio 
catalitico (complesso ribozima-substrato) e P il prodotto della reazione di scissione. Il 
primo stadio che porta alla formazione del complesso ES è generalmente rapido, mentre 
il secondo, che porta alla formazione dei prodotti e restituisce il ribozima libero, è più 
lento e corrisponde allo stadio che limita la velocità complessiva della reazione. 
Di conseguenza la velocità complessiva della reazione è proporzionale alla 
concentrazione delle specie chimiche che partecipano alla seconda tappa ([ES]). 
Quindi, la velocità iniziale (V0) è direttamente proporzionale alla concentrazione di 
[ES]: 
 
V0=K2[ES] 
 
La velocità iniziale V0 non è altro che la condizione di massima velocità in una miscela 
di reazione. Infatti, man mano che il substrato è convertito in prodotto, la velocità di 
catalisi diminuisce perché il substrato scompare. L’andamento della concentrazione del 
substrato e del prodotto in funzione del tempo è rappresentato da due curve (Figura 6). 
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Figura 6. Andamento della concentrazione del substrato e del prodotto in funzione del tempo. La 
velocità iniziale è data dalla pendenza delle tangenti nel punto di origine delle due curve. 
 
 
V=V0(1-e
-kt
) 
 
Il valore numerico della velocità v0 è influenzato da tanti fattori, per esempio la 
concentrazione del substrato e del prodotto, il pH, la temperatura e la presenza di 
attivatori o inibitori. Quando la concentrazione del ribozima è mantenuta costante e si 
hanno concentrazioni di substrato [S] basse, la v0 aumenta quasi linearmente 
all’aumentare di [S], mentre ad alte concentrazioni di [S], l’aumento di v0 è poco 
evidente. In queste condizioni la velocità di reazione si avvicina alla velocità massima, 
Vmax, e si osserva una cinetica di ordine zero. L’equazione di Michaelis- Menten riesce a 
esprimere la relazione tra [S] e V: 
 
V=Vmax [S]/KM + [S] 
 
In questa equazione KM è la costante di Michaelis-Menten e rappresenta la 
concentrazione necessaria di substrato affinché la reazione abbia velocità pari a metà 
della velocità massima (Figura 7). 
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Figura 7. Curva espressa dalla Michaelis-Menten. 
 
 
La costante di Michaelis- Menten (KM), la velocità massima (Vmax) e la velocità (v) 
sono parametri che vengono analizzati per confrontare l’attività di diversi ribozimi.  
Un altro parametro importante è la costante catalitica (kcat) che nella reazione semplice a 
due tappe, vista prima, corrisponde alla k2, cioè alla velocità della tappa limitante: 
 
v0=kcat [ES] 
 
Kcat è una costante di primo ordine ed è anche detta numero di turnover, perché in 
condizioni di saturazione del ribozima equivale alle moli di substrato che, nell’unità di 
tempo, vengono convertite in prodotto. Questo parametro viene espresso come: 
 
Kcat= Vmax / [Et] 
 
[Et] corrisponde alla concentrazione totale del ribozima. 
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.2 MOLECOLE BERSAGLIO 
 
.2.1 B-cell lymphoma 2 
 
La prima proteina target esaminata è la BcL2. Essa è il prototipo di una famiglia di geni, 
e delle relative proteine codificate, presenti nei mammiferi, che va a regolare l’apoptosi 
cellulare. 
L’apoptosi indica una forma di morte cellulare programmata e può essere accelerata 
dall’attivazione sequenziale di proteasi di cisteina della famiglia delle caspasi, in due  
pathways distinti, ma convergenti. La via estrinseca attiva la caspasi-8 (e la 10 
nell’uomo), quando il recettore di membrana Fas (“death receptor”), che appartiene alla 
famiglia dei Fattori di Necrosi Tumorale (TNF), interagisce con un ligando e avviene il 
legame del dominio di morte con alcune proteine adattatrici, come FADD (Fas-
Associated protein with Death Domain). La via intrinseca (chiamata anche 
“mitocondriale” pathways) attiva la Caspasi-9, quando nella cellula prevalgono le 
proteine pro-apoptotiche, si ha un aumento della permeabilità mitocondriale e il 
conseguente rilascio del citocromo c, che attiva la proteina Apaf-1 (apoptotic protease 
activating factor), causando l’assemblamento di un complesso multiproteico (aptosoma) 
che attiva le caspasi [Zaffaroni et al (2005)]. Quest’ultima via è controllata dalla 
famiglia delle proteine Bcl-2.  
  
19 
 
 
 
Figura 8. Rappresentazione schematica delle pathways apoptotiche nelle cellule umane: l’intrinseca 
(mitocondriale) e l’estrinseca (mediata dal recettore della morte) [Pai S I et al (2006)]. 
 
 
I membri di questa famiglia condividono uno o più dei quattro domini omologhi 
caratteristici della famiglia (domini BH, da Bcl-2 Homology domain), chiamati BH1, 
BH2, BH3 e BH4. I domini BH, costituiti da un’alfa elica anfipatica, sono fondamentali 
per il corretto funzionamento della proteina; infatti, la delezione di questi domini 
influenza il tasso di sopravvivenza/apoptosi cellulare. Le proteine Bcl-2 anti-
apoptotiche, come Bcl-2, Bcl-xL e Bcl-w, presentano tutti e quattro i domini BH. Le 
proteine pro-apoptotiche possono invece suddividersi in base al numero di domini BH 
che possiedono; ad esempio, proteine con più domini BH, come Bax o Bak, oppure 
proteine che possiedono solo il dominio BH3, come Bim, Bad e Bid. 
Quando attivato da segnali di stress, queste proteine “BH3-only” inserisco quel dominio 
in una scanalatura idrofoba sui familiari pro-sopravvivenza. 
Il gene BcL-2 sembra coinvolto in molte neoplasie, come, per esempio, il mieloma, il 
cancro al seno, alla prostata e ai polmoni; vi sono evidenze di coinvolgimento di BcL-2 
anche nella schizofrenia e nelle malattie autoimmuni. Si pensa che la proteina sia anche 
coinvolta nella resistenza mostrata dai tumori alla terapia. Il cancro si verifica come un 
disturbo nel bilancio omeostatico tra la morte e la crescita cellulare. Una sovra-
espressione dei geni anti-apoptotici, e una sotto-espressione di quelli pro-apoptotici, può 
comportare la mancanza di morte cellulare, che è tipica del cancro. Un esempio può 
essere il linfoma. 
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.2.2 Bacuroviral inhibitor of apoptosis repeat-containing 5 
 
La seconda proteina presa in considerazione in questo lavoro di tesi è stata la survivin 
protein, codificata dal gene BIRC5 nell’uomo, la quale svolge un ruolo importante nella 
regolazione dell’apoptosi e nella divisione cellulare [Sah et al (2006)], infatti fa parte 
della famiglia IAP (inhibitor of apoptosis). Strutturalmente è costituita da un singolo 
dominio BIR (Baculovirus IAP Repeat) e uno ad α-elica, avvolto a spirale che termina 
con un gruppo COOH, ma non contiene un dominio RING-finger, trovato in altre IAP 
[Zaffaroni et al (2005)].  
Il ruolo della survivin nel regolare la divisione cellulare è importante in quanto questa 
proteina si trova localizzata nei vari componenti dell’apparato mitotico, che include i 
centrosomi e i microtubuli del fuso in metafase e anafase. Questo ruolo è diventato più 
evidente nei recenti studi di microiniezione di anticorpi anti-survivina, che hanno 
rilevato un fenotipo con prolungato arresto della metafase, a volte seguita da apoptosi, 
formazione di fusi mitotici multipolari e difetti a livello cromosomico [Altieri (2003)]. 
Come già detto, la survivin protein è importante anche nell’inibire l’apoptosi, ma il 
meccanismo attraverso il quale svolge questa attività non è stato ancora chiarito. Diversi 
gruppi [Tamm et al, 1998;. Kobayashi et al, 1999] hanno notato che c’è un’interazione 
fisica tra la survivin e le caspasi iniziatrici o effettrici sia in vivo che in vitro, senza però 
un’inibizione significativa delle caspasi [Banks et al. 2000]. Altri articoli [Verdecia et al 
2000] riportano che la struttura cristallina della survivin non presenta la regione “hook 
and sinker”, importante per il legame con le caspasi, la quale ritroviamo invece nelle 
altre IAPs. Altri studi sostengono che la survivin può svolgere un ruolo più selettivo 
rispetto alle altre IAPs nell’antagonizzare l’apoptosi mitocondrio-dipendente [Altieri 
(2003)]. 
La proteina survivin è molto espressa negli organi embrionali e fetali, ma non è riportata 
nei normali tessuti differenziati, ad eccezione del timo, delle cellule staminali CD34+ e 
delle cellule epiteliali del colon basale [Altieri (2003)]. Per quanto riguarda la maggior 
parte dei tumori, come quello ai polmoni, alla mammella, al fegato, all’esofago alle 
ovaie etc, è stato notato che c’è una sovraespressione della survivin. Diversi studi hanno 
utilizzato strategie di rivelazione di proteine e/o acidi nucleici (immunoistochimica, RT-
PCR, etc) per poter mappare la presenza di survivin nei diversi tumori e per determinare 
il suo impatto sui parametri di malattia e sul risultato clinico. I risultati hanno 
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dimostrato che questa proteina è un buon indicatore di malattia aggressiva [Altieri 
(2003)]. 
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PARTE SPERIMENTALE 
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.3 SCOPO DELLA TESI 
 
Come illustrato nell’introduzione, i ribozimi hammerhead sono molecole a singolo 
filamento di RNA, dotati di un’attività catalitica che è in grado di rompere i legami 
fosfodiesterici di una sequenza di mRNA in siti specifici.  Questo lavoro di tesi si è 
articolato in varie fasi che comprendono la progettazione di ribozimi, la loro sintesi, 
purificazione ed eventuale modificazione chimica ed infine la caratterizzazione delle 
loro proprietà catalitiche in vitro mediante analisi HPLC. 
Abbiamo progettato le sequenze oligonucleotidiche dei ribozimi perchè svolgessero la 
loro attività verso le molecole BIRC5 e BcL-2 (regolatori dell’apoptosi cellulare), cioè 
andare a tagliare queste sequenze in un sito specifico. Dopo averli progettati, siamo 
andati a sintetizzare i ribozimi e le rispettive sequenze bersaglio (target) utilizzando un 
sintetizzatore per acidi nucleici, che sfrutta la chimica delle fosforammiditi per produrre 
queste sequenze. Al termine della sintesi, abbiamo recuperato le sequenze dal supporto 
solido sul quale avviene la sintesi e le abbiamo deprotette e purificate. Devono essere 
infatti rimossi e poi allontanati i gruppi protettori necessari sulle basi azotate e 
sull’ossidrile 2’del ribosio durante la sintesi e devono essere allontanate anche le 
sequenze che non sono arrivate alla lunghezza desiderata, i cosiddetti “cortameri”. 
Successivamente è stata caratterizzata l’attività dei ribozimi effettuando studi di 
cinetica. Durante questi studi siamo andati a modificare le concentrazioni e i rapporti tra 
ribozima e target e la concentrazione di ioni magnesio all’interno del tampone di 
reazione. Questo catione, come detto precedentemente, è infatti molto importante 
nell’attività del ribozima perché gli permette di ripiegarsi nella giusta maniera per 
svolgere il suo compito. 
La valutazione dell’attività catalitica a concentrazioni di Mg++ analoghe a quelle che si 
riscontrano a livello intracellulare può essere infatti cruciale per caratterizzare 
pienamente e comparare diversi ribozimi in condizioni simili a quelle dei fluidi 
biologici, nei quali si troverebbero ad operare se somministrati come farmaci molecolari 
per il knock down genico. 
Infine per valutare l’effetto di interazioni a lunga distanza tra le diverse porzioni che 
costituiscono il ribozima, è stata aggiunta una “coda” (o “tail), cioè una corta sequenza 
oligonucleotidica, all’estremità 5’ del ribozima canonico. Il legame viene mediato da un 
cross-linker che permette il legame con gruppi amminici primari alifatici da una parte e 
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tiolici dall’altra, ottenendo in questo modo un extended hammerhead ribozyme. Su 
questi nuovi ribozimi sono stati svolti studi di cinetica nelle stesse condizioni dei 
precedenti, per valutare le variazioni di attività in presenza di “code”. 
 
La parte sperimentale di questo lavoro di tesi è stata suddivisa in 5 sezioni: 
1) Progettazione del ribozima minimal 
2) Sintesi tramite la chimica delle fosforoamiditi del ribozima e della sequenza 
bersaglio costituita da una porzione del mRNA delle proteine BIRC5 e BcL2 
3) Purificazione dei prodotti di sintesi 
4) Studi di cinetica del ribozima 
5) Sintesi di un ribozima extended a partire da quello minimal 
 
 
.4 PROGETTAZIONE RIBOZIMA 
 
 
Per la progettazione dei ribozimi hammerhead di tipo minimal è stato usato il 
programma informatico ALADDIN (“SeArch computing tooL for hAmmerheaD 
ribozyme DesIgN”), sviluppato nel laboratorio dove è stato svolto questo lavoro di tesi, 
che identifica tutte le triplette canoniche NUH (dove N sono tutti i nucleotidi, U è 
l’uracile, H sono tutti i nucleotidi escluso la guanina) importanti per la scissione 
catalitica. Alla base di questo programma c’è il software UNAfold (“Unified Nucleic 
Acid Folding”) che permette la predizione della struttura secondaria di RNA e DNA, 
grazie all’unione di una differente gamma di programmi per la strutturazione dell’RNA.  
Innanzitutto viene aperto il programma tramite l’indirizzo web http://aladdin.ifc.cnr.it/ e 
viene inserito, nell’apposito spazio, il codice di accesso della gene bank di NCBI 
relativo alla sequenza dell’mRNA che codifica per le proteine di interesse. In questo 
caso per la Survivin protein_BIRC5 (NM_001012271.1) e per la proteina Bcl-2 
(NM_000633.2). 
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Figura 9. Schermata di immissione dei dati relativi alla sequenza da analizzare e all’operatore. 
 
Una volta inserita la sequenza, si attiva una schermata dove troviamo un sommario con 
le informazioni relative alla sequenza di RNA bersaglio (codice d’acceso NCBI, la 
descrizione del gene e la sequenza nucleotidica completa). Forniti i dati relativi 
all’utente (nome e indirizzo e-mail) si inoltra la richiesta al programma (Figura 9) e, una 
volta finita l’analisi, per email arriverà un link da cui è possibile scaricare i risultati.  
 
La tabella dei risultati presenta (Figura 10): 
o Target Site: le triplette NUH e la loro posizione all’interno della sequenza di 
RNA. 
Come visto prima, il motivo catalitico dei ribozimi hammerhead richiede il 
riconoscimento di una semplice tripletta NUH, dove N sono tutti i nucleotidi e H 
solo i nucleotidi A, C o U. Con questo programma vengono identificate numerose 
sequenze NUH all’interno dell’mRNA di nostro interesse. 
 
o Le sequenze del dominio di legame e dell’energia di legame in kcal/mol per la 
regione di destra e di sinistra: queste corte sequenze fiancheggianti le triplette 
bersaglio, importanti per il legame del ribozima, vengono scelte dal programma 
considerando la specificità, la stabilità di legame e le compatibilità strutturali. La 
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selezione degli elementi di legame dipende dalla termodinamica della loro 
energia di appaiamento fra basi perché condiziona la forza di legame: un legame 
troppo saldo potrebbe influenzare il rilascio dei prodotti di taglio, mentre uno 
debole potrebbe impedire la formazione della scissione catalitica. L’energia 
ottimale è compresa tra -10 e -15 kcal/mol per entrambe le porzioni e, poiché le 
due porzioni sono indipendenti, la loro energia di legame deve essere bilanciata 
(la differenza non deve superare 1,2 kcal/mol). 
Per poter scegliere la giusta sequenza di ribozima da dover successivamente 
sintetizzare, abbiamo preso questa parte di tabella come primo “filtro”, infatti 
abbiamo restrinto il campo di ricerca, focalizzando la nostra attenzione su quelle 
sequenze che presentano le caratteristiche appena descritte. 
 
o Indice di accessibilità: questo indice è molto importante perché le molecole di 
RNA si strutturano in modo spontaneo su se stesse con l’appaiamento di 
porzioni complementari fra diverse regioni della sequenza. Attraverso queste 
interazioni intra-molecolari si possono formare strutture secondarie più o meno 
stabili e persistenti a seconda della loro energia libera di formazione. 
Se la struttura presenta uno sbilanciamento fra l’accessibilità dei segmenti a 
monte e a valle della tripletta di legame può essere paragonato ad una certa 
rigidità della struttura. 
Anche l’indice di accessibilità è stato usato come parametro per ridurre ulteriormente il 
numero di sequenze del ribozima. 
 
o Unicità della sequenza: è un aspetto importante per la specificità del ribozima. 
Le sotto sequenze relative alle porzioni di legame dei ribozimi selezionati 
vengono confrontate lungo tutta la molecola di RNA e scartate quando si 
rintracciano 3 o più ricorrenze. 
 
o Sequenza nucleotidica finale del ribozima con corrispondente valore dell’energia 
di strutturazione in kcal/mol: questo passaggio permette di ottenere un ribozima 
specifico correlato ad una specifica sequenza bersaglio. La sequenza è ottenuta 
dall’aggiunta degli elementi di legame alle due estremità terminali della 
sequenza canonica dei ribozimi hammerhead. 
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o Punteggio strutturale: questo indice va da 0 a 1 e fornisce informazioni sul 
ripiegamento secondario del ribozima. Il valore 1 rappresenta una 
conformazione finale appropriata coerente con la massima disponibilità per il 
legame e la catalisi (Figure 11 e 12). 
Questo punteggio è stato l’ultimo criterio usato per scegliere la sequenza, infatti 
abbiamo scartato quelle sequenze con un punteggio strutturale minore di 0,80. 
 
 
Figura 10. Schermata con la tabella dei risultati e dati di interesse. 
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Figura 11. Struttura relativa al ribozima per l’RNA messaggero codificante per la proteina BIRC5. 
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Figura 12. Struttura relativa al ribozima per l’RNA messaggero codificante per la proteina BcL2. 
 
 
Per BIRC5 è stata scelta la seguente sequenza: 
N° 175, UUU come tripletta, posizione 2012, legame di sinistra AAAUGGUU 
(energia -11.4 kcal/mol) e di destra UGUCUUC (energia -12.1 kcal/mol), indice di 
accessibilità 75% quello di sinistra e 57.1% quello di destra, la sequenza del 
ribozima GAAGACACUGAUGAGGCCGAAAGGCCGAAAACCAUUU con 
punteggio strutturale di 1.00. 
Negli ultimi lavori svolti sui ribozimi come stem loop veniva usata una sequenza 
proveniente da Schistosoma mansoni, mentre in questa tesi è stata usata una 
sequenza di PLMV (peach latent mosaic virus minus), perché relativamente alla 
sequenza stem-loop di questa sono riportate in letteratura delle possibili interazioni a 
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lunga distanza con porzioni all’estremità 5’del ribozima. [Saksmerprome V et al 
(2004)] 
 
Quindi la sequenza finale del ribozima sarà: 
 
5'- GAAGACACUGAUGAGUCCUAGGGUGGACGAAAACCAUUU – 3' 
La porzione verde rappresenterà il loop del ribozima, quella arancione lo stem II, 
quella viola il catalitic core e la restante parte lo stem III. 
 
Lo stesso ragionamento è stato fatto per la sequenza di per il quale è stata scelta la 
sequenza: N° 211, GUA come tripletta, posizione 2828, legame di sinistra 
UAAAGAAGU (energia -12.8 kcal/mol) e di destra ACAAAAGA (energia -11.5 
kcal/mol), indice di accessibilità 88.8% quello di sinistra e 99.7% quello di destra, la 
sequenza del ribozima 
UCUUUUGUCUGAUGAGGCCGAAAGGCCGAAACUUCUUUA punteggio 
strutturale di 0.98. 
Anche in questo caso è stato aggiunto lo stem-loop di PLMV e quindi la sequenza 
finale del ribozima sarà: 
 
5'- UCUUUUGUCUGAUGAGUCCUAGGGUGGACGAAACUUCUUUA -3' 
La porzione verde rappresenterà il loop del ribozima, quella arancione lo stem II, 
quella viola il catalytic core e la restante parte lo stem III. 
La sequenza dei target di nostro interesse che verrà sintetizzata è per BIRC5 : 
 
5'- AAAAAUGGUUUUGUCUUCAAT -3' 
Mentre quella per BcL2 è: 
 
5'- UAAAGAAGUAACAAAAGAT -3' 
La porzione blu rappresenta la tripletta dove avverrà il taglio ad opera del ribozima. 
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.5 SINTESI DEI RIBOZIMI E DEI TARGET 
 
La sintesi chimica degli acidi nucleici (DNA, RNA) è alla base della tecnologia 
comunemente utilizzata per la preparazione dei ribozimi hammerhead. 
La sintesi degli oligonucleotidi è stata effettuata avvalendosi della chimica delle 
fosforoammiditi attraverso cicli di sintesi eseguiti in maniera automatica da un 
sintetizzatore per acidi nucleici dell’Applied Biosystem, che permette di ottenere 
molecole oligonucleotidiche a singolo filamento. La sintesi avviene in fase solida, in 
condizioni anidre ed in atmosfera inerte di Argon anidro. 
La strategia di sintesi consiste nell’inserimento di un monomero alla volta ad una catena 
crescente. Diversamente da ciò che accade in ambito biologico, la sintesi 
dell’oligonucleotide avviene procedendo in direzione 3’-5’. I monomeri utilizzati sono 
ß-cianoetil fosforoammiditi, che presentano gruppi protettori sulle basi azotate, 
sull’atomo di fosforo in posizione 3´ e sui gruppi idrossilici in posizione 2´ e 5´ (Figura 
13). 
 
 
 
Figura 13. Struttura generale di una fosforoammidite utilizzata nella sintesi di RNA. 
 
I monomeri usati per la sintesi di RNA sono (Figura 14): 
 5´-Dimethoxytrityl-N-benzoyl-Adenosine,   2´-O-TBDMS-3´-[(2-cyanoethyl)-
(N,N-diisopropyl)]-phosphoramidite 
 5´-Dimethoxytrityl-N-acetyl-Cytidine,    2´-O-TBDMS-3´-[(2-cyanoethyl)-
(N,N-diisopropyl)]-phosphoramidite 
 5´-Dimethoxytrityl-N-acetyl-Guanosine,    2´-O-TBDMS-3´-[(2-cyanoethyl)-
(N,N-diisopropyl)]-phosphoramidite 
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 5´-Dimethoxytrityl-Uridine,   2´-O-TBDMS-3´-[(2-cyanoethyl)-(N,N-
diisopropyl)]-phosphoramidite 
 
 
Bz-A-CE Phosphoramidite 
 
Ac-C-CE Phosphoramidite 
 
Ac-G-CE Phosphoramidite 
 
U-CE Phosphoramidite 
 
 
Figura 14. Strutture chimiche delle fosforoammidite utilizzate nella sintesi. 
 
 
Il supporto solido è costituito da vetro di porosità controllata (CPG) contenuto 
all’interno di una colonnina. Ogni sintesi inizia con la scelta dell’appropriato 
monomero, corrispondente all’estremità 3´ della sequenza oligonucleotidica da 
sintetizzare. Tale monomero presenta: l’idrossile in 5´ che è protetto da un gruppo DMT 
(di-metossi-tritile) e l’idrossile in 3´ che è legato al CPG, mediante una molecola 
spaziatrice (Figura 15). 
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Figura 15. Struttura chimica del primo nucleotide della sintesi, ancorato tramite un gruppo 
spaziatore (in verde) al CPG (in marrone). Il 5’-OH é protetto con un gruppo DMT. 
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Il ciclo di sintesi degli oligonucleotidi comprende quattro fasi (Figura 16): 
 
 
 
Figura 16. Schema del ciclo di sintesi degli oligonucleotidi. 
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.5.1 “Detritylation” 
 
La prima fase del processo (Figura 17) prevede la rimozione del gruppo DMT dalla 
posizione 5’ del nucleoside legato al supporto con la conseguente formazione del 
gruppo –OH libero. 
La deprotezione viene effettuata con acido tricloroacetico anidro in soluzione di dicloro 
metano anidro (TCA/DCM). Il gruppo protettore esce dalla reazione sotto forma di 
catione dimetossitritile, che oltre ad essere una specie carica positivamente possiede una 
colorazione arancio intenso. 
Per via conduttimetrica (sfruttando la carica dello ione) o per via spettrofotometrica 
(sfruttando la colorazione dello ione) è possibile quindi monitorare quantitativamente 
l’entità della deprotezione del primo monomero ancorato al CPG ed in seguito, ad ogni 
ciclo, la resa della reazione di accoppiamento appena avvenuta. 
Dal momento che le basi della catena sono sensibili agli acidi, specialmente le purine, la 
tappa di detritilazione non deve essere troppo lunga. 
 
 
 
Figura 17. Fase di “detritylation”. 
 
.5.2 “Coupling” 
 
Nella fase di accoppiamento, nella colonna di reazione viene inviata una soluzione in 
acetonitrile anidro della fosforoamidite successiva (Figura 18). Quest’ultima viene 
miscelata in loco con una soluzione di tetrazolo e acetonitrile anidro. Il tetrazolo è 
utilizzato per attivare la fosforoammidite, che deve essere legata alla catena 
oligonucleotidica in formazione. Infatti, essendo un acido debole è in grado di protonare 
il gruppo diisopropilaminico in modo tale da renderlo un buon gruppo uscente. 
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Attraverso un attacco nucleofilo il 5’-OH del monomero ancorato al supporto solido o, 
nelle fasi successive, l’ultimo monomero della catena crescente, reagisce con l’atomo di 
fosforo elettron-deficiente legato all’idrossile al 3’ del monomero attivato. 
Per questo motivo è importante avere un ambiente completamente privo di gruppi 
idrossilici in colonna. Tale condizione è mantenuta usando acetonitrile anidro come 
solvente per tutti reagenti e mantenendo le bottiglie pressurizzate con argon purificato. 
 
 
 
 
Figura 18. Fase di “coupling”. 
 
.5.3 “Capping” 
 
In questa fase tutte i gruppi 5’-OH che non hanno reagito con l’ultimo monomero 
aggiunto vengono bloccati in modo permanente. Questa fase risulta essere molto 
importante in quanto impedisce la formazione di sequenze sbagliate, minimizza la 
lunghezza delle impurità e semplifica il processo di purificazione. A questo scopo una 
soluzione di anidride acetica e N-metilimmidazolo in THF viene inviata in colonna: la 
reazione produce un estere acetico con gli ossidrili in 5’ ancora liberi della catena 
oligonucleotidica (Figura 19). 
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Figura 19. Fase di “capping”. 
 
.5.4 “Oxidation” 
 
È la fase che prevede l’ossidazione del gruppo fosfito triestere a fosfato triestere con il 
conseguente passaggio del fosforo dallo stato di ossidazione +3 a +5. Questo viene 
effettuato inviando in colonna una soluzione di iodio in soluzione acquosa. Si noti che 
quello appena descritto è l’unico passaggio a non avvenire in ambiente anidro (Figura 
20). 
 
 
 
Figura 20. Fase di “oxidation”. 
 
Al termine di questa fase è possibile iniziare un nuovo ciclo ripartendo dalla fase di 
detritilazione, purchè un opportuno lavaggio in acetonitrile ripristini le condizioni di 
acidità. 
È molto importante notare che la sintesi di RNA, in termini di resa, è meno efficiente di 
quella di DNA. Questo è probabilmente dovuto all’ingombro sterico del gruppo 
protettore 2’-O-TBDMS che rende meno accessibile l’atomo di P in posizione 3’-O per 
l’attacco nucleofilo. Per questo motivo la sintesi dell’RNA richiede soluzione di 
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fosforoamiditi più concentrate e protocolli particolari che prevedono un aumento 
considerevole della durata della fase di coupling. 
 
.6 PURIFICAZIONE DEI PRODOTTI DI SINTESI 
 
Una volta terminata la sintesi avremo: il fosfato triestere che contiene ancora il gruppo 
ß-cianoetile, i gruppi amminici esociclici delle basi azotate contengono il 
corrispondente gruppo protettore, i gruppi 5´-OH non reagiti sono acetilati e, infine, il 
gruppo OH all’estremità 5´ dell’ultimo monomero inserito nella catena presenta il 
gruppo DMT. 
 
.6.1 Rimozione e purificazione con filtri OASIS dell’oligonucleotide: 
A questo punto la deprotezione di RNA prevede un trattamento “overnight” a 55°C con 
idrossido d’ammonio concentrato ed etanolo assoluto. Questo trattamento è in grado di: 
o Rimuovere l’oligonucleotide dal supporto solido 
o Deproteggere il gruppo fosfato mediante ß-eliminazione del gruppo cianoetile 
o Deproteggere i gruppi amminici esociclici delle basi azotate 
o Rimuovere il gruppo acetile presente sui gruppi 5´-OH non reagiti. 
 
La mattina seguente sono stati recuperati i diversi campioni e sono stati liofilizzati. 
Avendo lasciato il gruppo DMT presente sull’ultimo nucleotide della sequenza, è stata 
effettuata una separazione RP delle sequenze complete (con DMT) dai cortameri, le 
sequenze incomplete (prive del gruppo DMT, fortemente lipofilo). 
Per la purificazione di questi composti appena sintetizzati sono stati usati dei filtri 
OASIS HLB (water) REVERSE PHASE (RP retention). Questi filtri sono copolimeri 
macroporosi fatti dal bilanciamento di due monomeri: divinilbenzene, lipofilo, e N-
vinilpirrolidone, idrofilo. La ritenzione dell’analita in questi filtri è influenzata dalla 
concentrazione della fase organica e dal pH. In generale, essa decresce all’aumentare 
della concentrazione della soluzione organica, mentre al variare del pH essa dipende 
dalla natura ionica del composto: le sostanze basiche vengono ritenute meglio da pH 
basici, viceversa per quelle acide. 
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Abbiamo fatto passare attraverso il filtro, prima, un ml di acetonitrile (ACN) in modo 
tale da solvatare le catene alchiliche, poi, un ml di loading solution, costituita da 
trietilammino acetato (TEAAc) 0,1 M a pH 8. L’acetato è stato usato come agente “ion-
pairing” per migliorare la conservazione dell’oligonucleotide, mentre il pH leggermente 
basico per evitare una detritilazione spontanea della sequenza [Gilar et al. 2000]. Il flow 
through (FT) di queste due soluzioni è stato scartato.  
Una volta sciolto l’oligonucleotide in un ml di loading solution, la soluzione viene fatta 
passare attraverso il filtro, in modo tale che quest’ultimo riesca a trattenere la sequenza 
del ribozima, del target e delle possibili sequenze fallite. Questi FT sono stati indicati 
con il nome FT0. 
Successivamente è stato usato un ml di washing solution, costituita da ACN 14% in 
TEAAc 0,1 M a pH 8, per togliere dal filtro le sequenze fallite. Per essere sicuri di aver 
rimosso tutte le sequenze questo passaggio è stato ripetuto due volte. (FT1 e FT2) 
Visto che si tratta di una purificazione “trityl on”, per togliere il gruppo trietilico è stato 
usato un ml di detritylation solution, fatta da acido trifluoroacetico 2% (TFA). Anche in 
questo caso l’aggiunta della soluzione è stata fatta due volte. (FT3 e FT4) 
Infine, per recuperare il campione privo del gruppo trityl, attraverso il filtro è stato fatto 
passare un ml di elution solution, composta da 10% di ACN in TEAAc 0,36 M a pH 
11,3. Passaggio ripetuto due volte (FT5 e FT6). 
 
.6.2 Deprotezione zuccheri e purificazione con filtri Microcon: 
I trattamenti visti in precedenza non sono però in grado di rimuovere il gruppo ter-butil-
dimetil-silile (TBDMS), che è legato al gruppo idrossilico in posizione 2´ del ribosio. 
Questo gruppo viene deprotetto grazie all’azione di ioni fluoruro contenuti in eccesso in 
una soluzione di trietilammina triidrofluoruro in dietilformammide (TEA3HF/DMF) 
per 3 ore a 55°C (Figura 21). 
 
 
Figura 21. Meccanismo di deprotezione dell’idrossile in posizione 2´ del ribosio. L’anione fluoruro 
compie un attacco nucleofilo sull’atomo di silicio, portando alla formazione di un intermedio 
pentavalente. 
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Terminate le 3 ore, campione viene mantenuto a -20°C over night ed il precipitato viene 
recuperato mediante centrifugazione .a 13000 rpm a 4°C per 30 minuti. 
Il sovranatante viene eliminato per decantazione e il campione viene lavato per 2 volte 
con 100 L di etanolo al 70%. Ad ogni lavaggio il campione viene nuovamente 
centrifugato a 13000 rpm a 4°C per 15 minuti. La precipitazione in centrifuga e il 
successivo lavaggio con etanolo serve per rimuovere i possibili sali rimasti in eccesso. 
Al termine dei lavaggi i campioni vengono fatti asciugare sotto cappa e congelati a -
20°C, in modo tale da rimuovere l’etanolo, che è un potente inibitore enzimatico.  
 
Successivamente è stata fatta un’ ulteriore purificazione, ma questa volta con filtri 
Microcon 3000 MWCO (Millipore), che sono colonnine contenenti una resina che 
permette di trattenere l’oligonucleotide e far passare TBDMS, che come abbiamo detto 
è l’ultimo gruppo protettore che è stato rimosso. Il campione verrà recuperato dal filtro 
quando viene rivoltato in una vial, in seguito all’applicazione di una piccola forza 
centrifuga. Quindi sono stati prima caricati 100 µl di sola acqua sui filtri e messi in 
centrifuga a 12000 rpm per 15 minuti a 18°C, poi gli oligonucleotidi sono stati sciolti in 
circa 500 µl di acqua, precedentemente sterilizzata e filtrata, caricati sui filtri e messi in 
centrifuga a 12000rpm per 30 minuti a 18°C. Passati i 30 minuti, sono stati messi 100 µl 
di acqua sui filtri, capovolti in una nuova vial e centrifugati per 30 secondi per 
recuperare gli oligonucleotidi di nostro interesse, che sono stati infine liofilizzati 
overnight. 
 
 
.6.3 Lettura allo spettofotometro FLUOstar: 
 
Successivamente, prima di iniziare la caratterizzazione dei ribozimi con gli studi di 
cinetica, è stata fatta una lettura di assorbanza a 260 nm con lo spettofotometro 
FLUOstar, in modo tale da risalire alla quantità precisa di campione che abbiamo. 
Quindi il campione liofilizzato è stato sciolto in 500 µl di acqua per fare una soluzione 
concentrata di 200 µM. Da quest’ultima sono stati prelevati 10 µl (+ 90 µl di acqua) per 
fare una soluzione diluita di 20 µM e 20 µl (+ 180 µl di acqua) per fare una soluzione da 
mettere nei pozzetti della piastra (costar UV plate, 96 well, with UV transparent flat 
bottom, acrylic) per la lettura all’UV (Figura 22). 
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H2O Target BIRC5 Rbz BIRC5 Target BcL2 Rbz BcL2 
     
Figura 22. Spettri di assorbimento a 260 nm del target e del ribozima di BIRC5 e BcL-2. 
 
 
Le operazioni fatte per arrivare alla concentrazione dell’oligonucleotide nella soluzione 
concentrata sono state: 
1. Abs Fluostar (ribozima e target)–Media valori di assorbimento dell’H2O = Abs0; 
2. Abs standard = (Abs0 * 1,775) + 0,02; 
3. Concentrazione oligo [µM] nella soluzione per l’UV= Abs standard/ epsilon 
[mM
-1
 cm
-1
] * 1000; 
4. Concentrazione oligo [µM] nella soluzione concentrata = conc UV *100, visto 
che era stato diluito 1 a 100; 
5. Media dei valori 
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.7 STUDI DI CINETICA: 
 
.7.1 Condizioni di reazione e sua esecuzione: 
 
Le reazioni di scissioni, svolte in questo lavoro di tesi, sono state condotte in condizioni 
di “multiple turnover”, cioè quando il substrato, in questo caso il target, è in eccesso 
rispetto al ribozima. 
I diversi studi di cinetica sono stati fatti preparando soluzioni di ribozima, prima BIRC5 
e poi BcL-2, e dei rispettivi target, sciolti in un buffer 1x contenente Tris•HCl 250 mM a 
pH 7,4 e MgCl2, la cui concentrazione veniva modificata ad ogni reazione. Queste 
miscele vengono messe per qualche minuto in un bagnetto termostatato a 90°C circa, in 
modo tale da denaturare eventuali strutture secondarie che potrebbero essersi formate in 
soluzione e permettere così l’assunzione, da parte dei due oligonucleotidi, di strutture 
“aperte”. 
Le reazioni sono state condotte a 37°C mescolando proporzioni diverse delle due 
soluzioni allo scopo di ottenere miscele di reazioni con eccesso variabile di substrato 
rispetto al ribozima, mantenendo le condizioni di multiple turnover. A tempi prestabiliti 
abbiamo prelevato dalla miscela di reazione aliquote di volume noto. Ciascuna aliquota 
prelevata è stata rapidamente introdotta in una provetta contenente EDTA che, 
complessando gli ioni magnesio presenti in soluzione, determina l’immediato arresto 
della reazione di catalisi. 
 
.7.2 Analisi HPLC dei diversi prelievi: 
 
L’analisi del progresso temporale delle diverse reazioni di scissione, da cui desumere le 
proprietà catalitiche dei ribozimi, è stata realizzata utilizzando una tecnica di analisi 
cromatografica liquida. Quindi ogni aliquota prelevata ad un determinato tempo della 
reazione è stata caricata in HPLC, permettendo così di quantificare nello stesso 
cromatogramma il substrato residuo, i prodotti di scissione e il ribozima. 
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Confrontando tra loro i cromatogrammi di ogni singola serie di campioni prelevati ai 
vari tempi di analisi è possibile visualizzare la progressiva conversione catalitica del 
substrato nei prodotti (Figura 23). 
 
 
Figura 23. Sovrapposizione dei cromatogrammi ottenuti a tempi crescenti dall’inizio della reazione 
di scissione. Come possiamo notare il picco del ribozima (quello più a destra) rimane costante nel 
tempo, quello del target (centrale) diminuisce contemporaneamente all’aumentare dei due picchi 
dei prodotti. 
 
 
Nei cromatogrammi sono ben evidenti i picchi corrispondenti alla sequenza del target, 
al ribozima e ai due prodotti di scissione. Come si può vedere, le aree relative ai picchi 
dei prodotti di cleavage crescono mentre l’area del target diminuisce col procedere del 
tempo di reazione. 
Una proprietà importante di questi cromatogrammi è che l’assorbimento della 
radiazione a 260 nm nel rilevatore UV dell’HPLC è additivo fra i prodotti di scissione 
ed il substrato. In altre parole, la somma delle aree dei picchi dei prodotti aumenta nel 
tempo in maniera esattamente corrispondente alla diminuzione dell’area del substrato. 
Così ad agni tempo dell’analisi la seguente relazione è valida nel limite dell’errore 
sperimentale: 
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(P1)t + (P2)t + (S)t = (S)t0 
 
Dove (S)t0 e (S)t rappresentano rispettivamente le aree dei picchi del target al tempo 0, 
quindi alla concentrazione iniziale, e al tempo t, mentre (P1)t e (P2)t le aree dei picchi 
dei prodotti al tempo t. Visto che la somma delle aree dei picchi dei prodotti e del 
substrato è costante nel tempo ed è uguale all’area del picco del substrato al tempo 0, è 
possibile, conoscendo le pmoli di substrato iniziale, ricavare per ogni tempo di reazione: 
la quantità (pmoli) di prodotto formato a quel tempo e la quantità, sempre in pmoli, di 
substrato che si è consumato a quel tempo. 
 
.7.3 La cinetica e il calcolo della costante catalitica osservata: 
 
La variazione della concentrazione del substrato nel tempo è stata interpolata 
utilizzando una funzione monoesponenziale ottenendo una curva, per ciascuna 
condizione di reazione, in cui la pendenza della tangente nel suo punto di origine 
rappresenta la velocità iniziale v0 della reazione. 
La velocità iniziale v0 si calcola, quindi, come derivata prima della funzione nel punto 
di origine. Questa velocità, in termini matematici, si può determinare come il limite per 
la variazione di tempo tendente a zero del rapporto tra l’aumento della quantità di 
prodotto (P) tagliato nell’unità di tempo considerata. 
 
V0= lim∆𝑡→0
Δ[𝑃]
Δ𝑡
= 
𝑑[𝑃]
𝑑𝑡
 
 
Risolvendo questo limite si ottiene il valore della velocità iniziale della reazione. 
L’equazione monoesponenziale usata per l’interpolazione dei dati è la seguente:  
 
yt= ymax (1-e 
–k
obs
t
) 
 
Dove ymax rappresenta la velocità massima di una reazione condotta a una data 
concentrazione di ribozima e target (substrato), in definite condizioni sperimentali, 
quindi non è altro che la velocità iniziale. Mentre yt è la velocità ad un certo tempo t e 
kobs è la costante catalitica osservata. 
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La costante cinetica kobs è un altro parametro importante che viene usato per lo studio e 
il confronto dei ribozimi e viene espressa come: 
 
Kobs = v0 / [R0] 
 
R0 rappresenta la concentrazione totale di ribozima (concentrazione al tempo 0) e v0 è 
la velocità iniziale della reazione nello stato stazionario. 
 
 
 
.8 SINTESI DI UN RIBOZIMA EXTENDED: 
 
Successivamente agli studi di cinetica, abbiamo voluto vedere come si comportava il 
ribozima di nostro interesse aggiungendo una piccola coda (“tail”) all’estremità 5´ 
dell’oligonucleotide. La sequenza della coda è stata scelta sulla base del lavoro di 
Saksmerprome del 2004 secondo cui la sequenza in oggetto dovrebbe interagire con il 
loop del ribozima favorendo l’assunzione della forma cataliticamente attiva. 
A partire da ribozimi minimal con all’estremità 5’ un gruppo NH2 e all’estremità 3’ un 
fluorocromo (fluoresceina), che permette di monitorare la presenza del ribozima nelle 
varie soluzioni, si può ottenere il ribozima extended per aggiunta di una coda o “tail”, 
che è costituito da 13 basi e all’estremità 3´ presenta un gruppo tiolico.  
 
La sequenza di quest’ultimo oligonucleotide è: 
 
5'- GCCGAAAGGCTAA/3Thio -3' 
 
Per permettere la formazione del legame tra il ribozima e il tail abbiamo bisogno di un 
cross-linker, in questo caso abbiamo utilizzato SMCC (succinimidyl 4-[N-
maleimidomethyl]cyclohexane-1-carboxylate) (Figura 24). 
 
46 
 
 
Figura 24. Struttura del SMCC. 
 
Questo cross-linker contiene l’estere N-idrossisuccinimmide, che reagisce con 
un’ammina primaria per formare un legame amminico, e un gruppo maleimmidico, che 
invece reagisce con il gruppo sulfidrilico per formare un legame stabile tioetere. SMCC 
però è un composto non direttamente solubile in acqua, infatti, precedentemente era 
stato solubilizzato in un solvente organico anidro come DMF (dimetilformammide) 
ottenendo aliquote conservare in essiccatore 200 mM (20 µl). 
Il protocollo usato per la sintesi di ribozima hammerhead extended si può dividere in 3 
passaggi: 
1. Reazione tra il ribozima minimal e SMCC 
2. Purificazione della soluzione ottenuta 
3. Reazione tra questa soluzione e il tail (Figura 25) 
 
 
Figura 25. Schema delle reazioni che abbiamo svolto per creare il ribozima hammerhead extended. 
Antibody può corrispondere al nostro ribozima minimal, mentre l’Enzyme al tail. 
 
 
Prima di tutto il ribozima, che era già stato liofilizzato, è stato sciolto nel buffer, in 
questo caso PBS (Phosphate Buffered Saline) 1x. A questa soluzione è stata aggiunta 
una quantità di soluzione di SMCC 20 mM in modo tale da avere un forte eccesso di 
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cross-linker rispetto al ribozima [sito internet Thermo] e abbiamo lasciato in agitatore 
per circa un’ora. Intanto, 10 nmoli di tail sono stati sciolti in una soluzione di TCEP 20 
mM. Il TCEP•HCl (Tris(2-carboxyethyl)phosphine hydrochloride) è un ottimo agente 
riducente; infatti è costituito da fosfine che sono stabili in soluzione acquosa, riducono 
selettivamente i legami di solfuro e sono essenzialmente non reattive verso altri gruppi 
funzionali che comunemente possiamo trovare nelle proteine [Kirley, T. L. 1989] 
(Figura 26). 
 
 
Figura 26. Riduzione di legami organici di solfuro con TCEP. 
 
 
Appena finita l’ora, abbiamo fatto passare la soluzione di ribozima+SMCC attraverso 
filtri Microcon, centrifugando, in modo tale da toglie dall’ambiente di reazione la 
porzione di SMCC che non si è attaccata al ribozima, perché potrebbe andare a 
interferire con la reazione successiva. Terminati i passaggi importanti per la filtrazione, 
abbiamo recuperato dal filtro il ribozima con attaccato il cross-linker, andando ad 
aggiungere al filtro 20 µl di PBS 1x e capovolgendolo in una nuova vial. 
Alla soluzione appena recuperata sono stati aggiunti 20 µl della soluzione di tail e TCEP 
e fatti reagire per tutta la notte. A differenza della soluzione contenente ribozima e 
cross-linker, quella con tail e TCEP non viene fatta passare attraverso nessun filtro, 
perché l’agente riducente non contiene tioli e quindi non deve essere rimosso dalla 
soluzione prima di compiere la seconda reazione, cioè quella di reagire con il gruppo 
maleimmidico del cross-linker.  
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MATERIALI E METODI 
 
.9 PROGETTAZIONE RIBOZIMA: 
 
Per la progettazione dei ribozimi hammerhead di tipo minimal è stato usato il 
programma informatico ALADDIN (“SeArch computing tooL for hAmmerheaD 
ribozyme DesIgN”) che identifica tutte le triplette canoniche NUH (dove N sono tutti i 
nucleotidi, U è l’uracile, H sono tutti i nucleotidi escluso la guanina) importanti per la 
scissione catalitica. Alla base di questo programma c’è il software UNAfold (“Unified 
Nucleic Acid Folding”) http://aladdin.ifc.cnr.it/ che permette la predizione della 
struttura secondaria di RNA e DNA, grazie all’unione di una differente gamma di 
programmi per la strutturazione dell’RNA.  
 
.10 SINTESI DI RIBOZIMA E TARGET 
 
Gli oligonucleotidi sono stati sintetizzati con un sistema automatico che usa la chimica 
delle fosforamiditi. L’apparecchio usato è un “3400 DNA-Synthesizer” (Applied 
Biosystems), che lavora sotto pressione di argon ed in ambiente anidro. 
Le fosforoamiditi sono forniti dall’azienda produttrice (Glen Research) in polvere. Di 
norma devono essere conservati in essiccatore a 4°C ed in atmosfera di Ar. Le polveri 
vengono sciolte in opportuni volumi di acetonitrile anidro (Applied Biosystems).  
I reagenti usati per l’esecuzione automatica della sintesi sono contenuti in bottiglie di 
vetro scuro compatibili con lo strumento. Le bottiglie vengono alloggiate nello 
strumento con procedure che riducono al minimo la possibilità di contatto con l’umidità 
atmosferica. Le soluzioni utilizzate sono: 
- Deblock (Applied Biosystems), costituito da acido tricloroacetico al 3% in 
diclorometano anidro 
- Acetonitrile anidro (Applied Biosystems), utilizzato per i lavaggi delle linee di 
dispensazione dei reagenti 
- Activator (Applied Biosystems), costituito da una soluzione 0.5 M di tetrazolo in 
acetonitrile anidro 
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- CAP A (Applied Biosystems), costituito da una soluzione al 40% V/V di anidride 
acetica in tetraidrofurano anidro. 
- CAP B (Applied Biosystems), consistente in una miscela contenente il 10 % in 
volume di N-metilimidazolo, l’80% di tetraidrofurano , il 10% di piridina. 
- Oxider (Applied Biosystems), contenente una soluzione 0.02 M di iodio disciolto 
in una miscela costituita dal 78% tetraidrofurano, il 20% piridina, il 2 % acqua. 
 
 
Al momento dell’accensione la macchina è stata anidrificata mediante dei lavaggi con 
acetonitrile anidro e immissione di argon. Questa procedura viene effettuata 
manualmente avvalendosi di comandi pre-impostati che aprono e chiudono 
combinazioni di valvole in modo da eseguire il comando desiderato. 
Prima di cominciare la sintesi, utilizzando comandi manuali l’apparecchiatura è stata 
avvinata immettendo una piccola quantità di ciascuno dei reagenti nei rispettivi 
condotti. 
Sul computer sono state caricate e memorizzate le sequenze oligonucleotidiche (scritte 
in direzione 5’-3’) ed i protocolli di esecuzione della reazione di sintesi. 
È stata inserita nell’apposito alloggiamento la colonna contenete il vetro a porosità 
controllata (1000 Å) che espone sulla sua superficie una 1 µmol del 1° nucleotide della 
sequenza desiderata. 
 
.11 RIMOZIONE OLIGONUCLEOTIDE E PURIFICAZIONE 
CON FILTRI OASIS: 
 
Distacco dal supporto cpg e deprotezione delle basi azotate: 
Le colonnine dove è stata effettuata la sintesi vengono aperte e il contenuto vien trattato 
con una soluzione 3:1 di Ammoniaca al 33% ed etanolo assoluto. La deprotezione delle 
basi e la rimozione dal supporto viene effettuata trattando il CPG con 1,5mL di NH4OH 
al 33% aperto di fresco (Riedel De Haën) e 500L di etanolo assoluto. La reazione 
viene fatta avvenire overnight in bagno termostatato a 55°C. 
Si lasciano le vial, dopo averne forato il tappo, a 55°C per una notte, si decanta il 
sovranatante (che contiene le sequenze oligonucleotidiche) e si lava il supporto in vetro 
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con altri 2 ml di acqua deionizzata. Le soluzioni raccolte vengono poi degassate in 
flusso di azoto e la soluzione risultante sottoposta a liofilizzazione. 
 
Gli oligonucleotidi con il gruppo tritile sull’ultimo monomero della sequenza vengono 
purificati su colonnine OASIS (fase inversa) e sottoposti a detritilazione. Per la 
purificazione di questi composti sono stati usati dei filtri OASIS HLB (water) 
REVERSE PHASE (RP retention). Questi filtri sono un copolimero macroporoso fatto 
dal bilanciamento di due monomeri: divinilbenzene, lipofilo, e N-vinilpirrolidone, 
idrofilo. 
 
Soluzioni usate in questo processo di purificazione: 
 Loading solution = 0,1 M TEAAc pH 8 
 Washing solution = 14% acetonitrile in 0,1 M TEAAc pH 8 
 Detritylation solution = 2% trifluoracetic acid (TFA) 
 Elution solution = 10% acetonitrile (ACN) in 0,36 M TEAAc pH 11,3. 
Il protocollo è costituito da diversi passaggi consecutivi: 
1. 1 ml di acetonitrile → FT (flow through) si scarta 
2. 1 ml di loading sol. → FT si scarta 
3. Oligonucleotide viene sciolto in 1 ml di loading sol → FT 0 
4. 1 ml di washing sol (ripetuto due volte) → FT 1 e FT 2 
5. 1 ml di detritylation sol (ripetuto due volte) → FT 3 e FT 4 
6. 1 ml di elution sol (ripetuto due volte) → FT 5 e FT 6 
 
.12 DEPROTEZIONE DEGLI ZUCCHERI: 
 
Per la deprotezione della posizione 2’ del ribosio si preparano 500L di soluzione 
contenente: 
 375L di Trietilammina triidrofluoruro (TEA  3HF - Sigma Aldrich) 
 125L di dimetil formammide (Fluka) 
La miscela viene trasferita nella vial contenete il campione liofilizzato e la vial viene 
posta in bagno termostatato a 55°C per 3 ore. 
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Al termine delle tre ore, si esegue una precipitazione in EtOH/NaOAc. Per fare questo, 
al campione vengono aggiunti 3,4 volumi di RNA precipitation mix (3.3 volumi di una 
miscela 1/10 (v/v) di NaOAc 3M, pH 5.2 e alcol etilico assoluto). 
Il campione viene mantenuto a -20°C over night ed il precipitato viene recuperato 
mediante centrifugazione .a 13000 rpm a 4°C per 30 minuti. 
Il sovranatante viene eliminato per decantazione e il pellet viene lavato per 2 volte con 
100 L di etanolo al 70%. Ad ogni lavaggio il campione viene nuovamente centrifugato 
a 13000 rpm a 4°C per 15 minuti. Al termine dei lavaggi i pellet vengono fatti asciugare 
sotto cappa e congelati a -20°C. 
 
.13 HPLC DIONEX: 
 
Per vedere se la purificazione è avvenuta correttamente, i campioni sono stati caricati in 
HPLC (“ High Performance Liquid Cromatography”) Dionex Chromeleon Ultimate 
3000.  
 
Figura 27. HPLC Dionex Chromeleon Ultimate 3000 
 
Questo strumento presenta 4 sezioni: 
o Pump : la pompa possiede dei pistoni flottanti per migliorare il prelievo, un 
sistema di lavaggio delle guarnizioni posteriore per evitare danni ai pistoni, alle 
guarnizioni elastiche e agli anelli di supporto. 
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o Autosampler: questa parte presenta un carrellino, dove si possono sistemare vial 
di diverse misure, pozzetti e pozzetti profondi. Il carrellino ha tre segmenti 
(rosso, verde e blu) dove possiamo poi mettere dei “trays”, che sono costituiti da 
6 righe (A-F) e 12 colonne (1-12) dove collocheremo le vial con i campioni. Si 
possono fare iniezioni “full-loop” o “partial-loop” in base alle necessità. 
o Column compartment: questa colonna permette di termostatare lo strumento in 
un range di temperatura tra + 5°C e + 80°C. Usando uno scambiatore di calore, 
gli elementi termoelettrici che ci sono permettono veloci cambi di temperatura e 
assicurano l’indipendenza dalla temperatura dell’ambiente circostante. 
o Variable wavelength detector: il detector ha due diverse sorgenti luminose, una 
lampada al deuterio per la rivelazione nell’ultravioletto e una al tungsteno per la 
rivelazione nel visibile e nel vicino infrarosso, ed ha un range di lunghezza 
d’onda tra 190 nm e 900 nm. Questo detector riesce a misurare 4 diverse 
lunghezze d’onda contemporaneamente. 
In questo caso a noi interessa lo spettro proveniente dall’assorbimento a 260 nm. 
 
Le 4 sezioni appena descritte sono controllate da un programma installato sul computer 
che si chiama Chromeleon 6.80. Prima di caricare i campioni, bisogna far equilibrare 
l’HPLC, tramite il comando “Smart-Startup” in modo tale da avere il flusso attraverso 
la pompa e la pressione costanti (rispettivamente 1 ml/min e 1bar), la temperatura che 
oscilli intorno ai 50°C e che le lampade dell’UV e del VIS siano accese. Poi vengono 
caricati i campioni e, sempre attraverso questo programma, vengono scelte le condizioni 
di prelievo, come per esempio la quantità di campione da prelevare dalla vial, la 
posizione nel trail della vial di interesse e la lunghezza d’onda a cui fare la lettura. Una 
volta terminata la lettura dei campioni, si attiva il comando Shut Down, che permette di 
stoppare automaticamente il flusso della pompa e di spegnere le lampade del detector e 
il sistema di termostatazione per il controllo della temperatura. 
 
 
Gli eluenti usati in questa HPLC sono: 
Eluente A: contiene TRIS (Fluka) 20 mM, NaClO4 (Sigma) 1 M ed acetonitrile al 10% 
(V/V) 
Eluente B: contiene TRIS (Fluka) 20 mM ed acetonitrile al 10% (V/V). 
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Entrambe le soluzioni vengono filtrate con una membrana da microfiltrazione in 
nitrocellulosa Millipore (cut-off 0,22 µm) e sterilizzate in autoclave. 
 
 
.14 PURIFICAZIONE CON FILTRI MICROCON: 
 
Per essere sicuri di togliere le varie impurità, come i gruppi protettori, si utilizzano filtri 
3000 MWCO Microcon (Millipore). Prima sono stati caricati 100 µl di H2O e messi in 
centrifuga a 10000 rpm per 15 minuti a 18°C. Successivamente vengono caricati i 
campioni (450 µl) e messi in centrifuga a 18°C per 30minuti. Visto che però una piccola 
quantità di soluzione era rimasta sopra al filtro, è stata fatta un’altra centrifuga sempre a 
18°C per 20 minuti. Infine sono stati aggiunti 100 µl di H20 sul filtro, che è stato in 
seguito capovolto in una nuova vial e centrifugato per 30 secondi per recuperare il 
campione, purificato, di nostro interesse. I diversi campioni sono stati liofilizzati 
overnight. 
 
.15 QUANTIFICAZIONE RIBOZIMI E TARGET: 
 
Terminato il processo di purificazione, i ribozimi e i target sono stati quantificati 
attraverso lo spettofotometro FLUOstar-Omega, che è un lettore di piastre 
multifunzionale e supporta una vasta gamma di applicazioni e le seguenti modalità di 
lettura: intensità di fluorescenza, time-resolved fluorescenza, assorbanza e 
luminescenza. 
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Figura 28. FLUOstar Omega - Multi-mode microplate reader - including full UV/Vis absorbance 
spectrum 
 
In 4 pozzetti della piastra (costar UV plate, 96 well, with UV transparent flat bottom, 
acrylic) sono stati caricati 20 µl di campione (target e ribozima) + 180 µl di H2O, 
mentre in altri 4 pozzetti abbiamo messo solo 200 µl di H2O, che verrà utilizzata come 
bianco. Una volta caricata la piastra sul carrellino del fluostar, è stata fatta la lettura di 
assorbanza a 260 nm. 
 
.16 STUDI DI CINETICA: 
 
.16.1  aliquote: 
Una volta che i ribozimi e i target sono stati quantificati, sono stati aliquotati: 
10 aliquote da 1 nmole e 4 aliquote da 2 nmoli. 
 
.16.2 Buffer, MgCl2 ed EDTA: 
Le soluzioni usate per questi studi di cinetica sono: 
 Buffer 5x di Tris• HCl 250 mM in 100 ml a pH 7,4  
 Soluzioni di Mg2+ da 10 mM, 1 M e 1 mM in 50 ml 
 Soluzione di EDTA 100 mM in 50 ml 
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Il buffer 1x usato nelle diverse cinetiche è costituito da buffer 5x di Tris•HCl e MgCl2 a 
diverse concentrazioni e poi diluito di uno a 5 per farlo diventare 1x. 
 
.16.3 BIRC5 e BcL-2 con Mg2+ 10mM: 
Il procedimento usato per le cinetiche è: 
 2 aliquote di target (BIRC5/BcL-2) da 2 nmoli, sciolte ciascuna in 40 µl di 
buffer 1x (per fare una soluzione 50 µM), agitate con il vortex e poi messe 
insieme 
 Un’aliquota da 1 nmole di ribozima (BIRC5/BcL-2) sciolta in 200 µl di buffer 
1x (per fare una soluzione 5 µM) 
 Le soluzioni vengono messe in un bagnetto termostatato a 90°C per qualche 
minuto 
 Nelle vial da PCR mettiamo 10 µl di EDTA e sopra a ciascuna scriviamo i tempi 
a cui bisogna fare il prelievo 
 Nelle vial da 1,5 ml mettiamo per la condizione A 660 µl di buffer 1x e 30 µl di 
target, per la B 690 µl di buffer 1x e 30 µl di target, per la C 336 µl di buffer 1x 
e 14 µl di target 
 Queste soluzioni le mettiamo in un altro bagnetto termostatato a 37°C e 
aspettiamo che la PCR raggiunga la temperatura di 94°C, che viene mantenuta 
costante per tutto il procedimento 
 Una volta arrivata a temperatura la PCR possiamo iniziare con la cinetica, quindi 
all’interno di ogni vial da 1,5 ml si mettono 60 µl di ribozima per la condizione 
A, 30 µl per la B e niente nella C perché si usa da controllo 
 Si prelevano 100 µl di soluzione ai tempi prestabiliti e si mettono nelle vial da 
PCR. 
 Una volta finito i 110 µl di soluzione vengono messi nelle vial per l’HPLC. 
 
Di seguito un esempio di foglio di lavoro col quale vengono calcolati i volumi di 
soluzione necessari per le diverse cinetiche imponendo le concentrazioni di target e i 
rapporti target/ribozima desiderati. 
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CONC uM → 2 
can/must be modified Conditions A Conditions B Conditions C 
don't modify 
  
Control 
 
uM = pmol/uL uM = pmol/uL uM = pmol/uL 
Target solution 50 50 50 
Ribozyme solution 5 5 5 
Final Target 
concentration [uM] 2 2 2 
Target/Rbz ratio 5 10 100000 
 
uL uL uL 
Water 528,0 552,0 268,8 
5X Buffer 132,0 138,0 67,2 
Target solution 30,0 30,0 14,0 
Ribozyme solution 60,0 30,0 0,0 
    Total volume 750,0 750,0 350,0 
1X Buffer 660,0 690,0 336,0 
    pmol target required 1500 1500 700 
pmol Rbz required 300,0 150,0 0,0 
    nmol target required 1,500 1,500 0,700 
nmol Rbz required 0,300 0,015 0,000 
    nr of time pionts 7 7 3 
    time points [min] 0 0 0 
 
1 1 
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3 3 
 
 
6 6 6 
 
12 12 
 
 
24 24 
 
 
36 36 36 
Sample size [uL] 100 100 100 
Target amount [pmol] 200 200 200 
 
.17 SINTESI DI RIBOZIMA EXTENDED: 
 
Per la sintesi di ribozima hammerhead extended usiamo PBS come tampone, SMCC 
come cross-linker e TCEP•HCl come riducente. 
Soluzioni utilizzate: 
 Soluzione di PBS 1x → 2 ml di PBS 5x e aggiungo 8 ml di acqua in una falcon 
da 15 ml 
 SMCC era stata precedentemente divisa in aliquote da 200 mM (20 µl) in DMF. 
A queste aliquote sono stati aggiunti 180 µl di DMF in modo tale da ottenere 
una soluzione di SMCC a 20 mM 
 Soluzione di TCEP•HCl→ prima è stata fatta una soluzione 60 mM, poi diluita a 
20 mM 
 Soluzione di ribozima (BIRC5 e BcL-2) proveniente dalla ditta IDT (Integrated 
DNA Technologies) che presenta un gruppo NH2 in 5´ e una fluoresceina in 3´. 
Questa soluzione è stata divisa in aliquote da 1 e 2 nmoli 
 Soluzione di TAIL, sempre proveniente dalla ditta IDT, che ha in 3´ un gruppo 
tiolico. Questo campione è stato separato in aliquote da 2, 10 e 50 nmoli. 
 
 
Protocollo: 
 2 nmoli di ribozima, precedentemente liofilizzato, vengono sciolti in 32 µl di 
PBS 1x. A questi vengono aggiunti 8 µl di soluzione SMCC 20 mM, ottenendo 
40 µl di soluzione totale, che viene messa in un agitatore per un’ora. 
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 Dopo un’’ora si fanno una serie di filtrazioni con filtri Microcon, utilizzati 
precedentemente. 
Prima filtrazione: 40 µl di PBS 1x centrifugando a 20°C a 12000 rpm per 20 
minuti e si butta via il filtrato; 
Seconda filtrazione: 40 µl della soluzione totale (ribozima + SMCC), 
centrifugando a 20°C a 12000 rpm per 20 minuti; 
Terza e quarta filtrazione: lavaggio con solo PBS (40 µl) si centrifuga nelle 
stesse condizioni; 
Recupero retentato: per due volte aggiungo 20 µl di PBS al filtro, lo capovolgo 
in una nuova vial e lo centrifugo per pochi secondi 
 10 nmoli di Tail, precedentemente liofilizzato, vengono sciolti in 20 µl di 
soluzione 20 mM di TCEP e si aspetta 15 minuti 
 Una volta recuperato il ribozima dal filtro, ci aggiungiamo i 20 µl della 
soluzione di tail + TCEP e lo facciamo reagire tutta la notte 
 Il giorno dopo si fanno altre filtrazioni con gli stessi filtri: 
prima filtrazione con solo 20 µl di acqua, centrifugando a 20°C a 12000 rpm per 
30 minuti; 
seconda filtrazione carico tutto il mio campione, centrifugando a 20°C per 30 
minuti; 
terza filtrazione lavaggio con acqua nelle stesse condizioni 
 Infine è stato recuperato il campione dal filtro, aggiungendo per 5 volte, 40 µl 
di acqua, capovolgendo il filtro e centrifugandolo per pochi secondi. La 
soluzione recuperata è stata analizzata in HPLC. 
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RISULTATI E DISCUSSIONE 
 
Sintesi e purificazione di oligonucleotidi: 
A seguito delle procedure di sintesi e purificazione illustrate sono stati ottenuti gli 
oligonucleotidi desiderati che sono stati quantificati per via spettrofotometrica. 
Le rese sono riportate in tabella: 
Oligonucleotide Concentrazione 
(µM) 
nmoli 
Ribozima BIRC5 249,9 188,2 
Target BIRC5 381,6 267,5 
Ribozima BcL-2 376,1 156 
Target BcL-2 133,65 146 
 
L’analisi cromatografica evidenzia l’ottima purezza del prodotto desiderato che risulta 
nettamente preponderante rispetto a sequenze più corte. L’assenza di picchi significativi 
a tempi di eluizione inferiori rispetto alla sequenza target è estremamente importante per 
una corretta quantificazione delle aree dei picchi dei prodotti di taglio durante gli studi 
cinetici. 
 
 
Figura 29. Cromatogramma che rappresenta in nero il target BIRC5 e in blu il rispettivo ribozima, 
dopo i diversi processi di purificazione. 
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Figura 30. Cromatogramma che rappresenta in blu il target BcL-2 e in nero il rispettivo ribozima, 
dopo i diversi processi di purificazione. 
 
 
L’analisi cromatografica delle diverse frazioni raccolte durante la purificazione e 
deprotezione con filtri Oasis ha messo in luce che la procedura suggerita dal protocollo 
fornito dall’azienda produttrice causa la perdita di un ingente quantitativo di sequenze 
oligonucleotidiche che si ritrovano in frazioni destinate ad essere scartate, come per 
esempio il flow through FT1 e il FT2, che dovevano presentare solo le sequenze fallite. 
Alla luce di questi risultati si può ritenere che la detritilazione dopo il distacco delle 
sequenze dal supporto solido non fornisce reali vantaggi in termini di purezza del 
prodotto ottenuto e riduce drasticamente la resa. 
E’ stato possibile recuperare sequenze finite nelle frazioni da scartare solo perché queste 
solo state raccolte ed analizzate a scopo precauzionale. Per la sintesi di altre sequenze 
oligonucleotidiche a RNA si procederà quindi alla detritilazione su supporto solido 
all’interno del sintetizzatore e alla successiva deprotezione senza l’utilizzo delle 
soluzioni di detritilazioni e dei filtri OASIS RP. 
 
Valutazione dell’attività catalitica dei ribozimi sulla base delle cinetiche 
di taglio: 
 
Le reazioni di scissione sono state eseguite in modo tale da ricavare i due parametri 
importanti per descrivere l’andamento della reazione: la velocità iniziale V0 e la 
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costante catalitica osservata Kobs, cioè la velocità della reazione “normalizzata” per 
concentrazione di ribozima nella miscela. Di seguito troviamo dei grafici che mettono in 
evidenza il variare nel tempo dei target e dei prodotti. I primi due, riferiti 
rispettivamente a BIRC5 e BcL-2, mostrano come diminuiscono le pmoli di target nel 
tempo contemporaneamente all’aumento di pmoli dei due frammenti, utilizzando una  
concentrazione di ioni magnesio di 10 mM. 
 
 
 
Figura 31. Andamento nel tempo del target (BIRC5) e dei prodotti in una reazione condotta con un 
rapporto tra target e ribozima 5:1 e concentrazione di Mg
2+
 di 10mM. 
 
 
 
Figura 32. Andamento nel tempo del target (BcL-2) e dei prodotti in una reazione condotta con un 
rapporto tra target e ribozima 10:1 e concentrazione di Mg
2+
 di 10mM. 
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I seguenti grafici mettono in relazione la variazione di concentrazione di target e dei 
prodotti “normalizzata” per concentrazione di ribozima nel tempo. In questo caso la 
concentrazione di Mg
2+
 utilizzata è 1 mM. 
 
 
Figura 33. Andamento nel tempo del target (BIRC5) e dei prodotti in una reazione condotta 
con un rapporto tra target e ribozima 10:1 e concentrazione di Mg
2+
 di 1 mM. 
 
 
 
Figura 34. Andamento nel tempo del target (BcL-2) e dei prodotti in una reazione condotta con 
un rapporto tra target e ribozima 10:1 e concentrazione di Mg
2+
 di 1 mM. 
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Calcolo della V0 e Kobs: 
 
Come abbiamo detto, le cinetiche sono state condotte in modo tale da poter calcolare la 
velocità iniziale e la costante osservata; infatti, dopo aver “normalizzato” la 
concentrazione del target e dei prodotti per la concentrazione di ribozima presente 
nell’ambiente di reazione, abbiamo calcolato i due parametri. Di seguito troviamo 
tabelle, riferite a BIRC5 e BcL-2, che illustrano i risultati ottenuti dagli esperimenti di 
scissione catalitica. 
 
Rapporto 
Target/Rbz 
Concentrazione 
MgCl2 
V0 Kobs 
5:1 10 mM 4,307 10,7675 
10:1 10 mM 4,466 11,165 
10:1 1 mM 7,134 35,67 
100:1 1 mM 71,9 3595 
Tabella 1. Risultati ottenuti dagli esperimenti di scissione catalitica di BIRC5 
 
 
Rapporto 
Target/Rbz 
Concentrazione 
MgCl2 
V0 Kobs 
5:1 10 mM 3,357 8,3925 
10:1 10 mM 3,21 16,05 
10:1 1 mM 2,898 14,49 
100:1 1 mM 6,457 322,85 
Tabella 2. Risultati ottenuti dagli esperimenti di scissione catalitica di BcL-2 
 
Da questi dati possiamo dire che il ribozima contro BcL-2 ha un’attività catalitica più 
elevata rispetto a BIRC5. 
Come detto nell’introduzione, è importante la presenza di ioni magnesio nella miscela 
di reazione in modo tale che il ribozima riesca a svolgere la sua attività catalitica e 
anche grazie a questi risultati riusciamo a confermare questa relazione. Un fatto 
importante da sottolineare è la capacità del ribozima di mantenere una funzionalità 
apprezzabile anche in condizioni sfavorevoli di bassa concentrazione di ioni magnesio. 
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Questo risultato è di buon auspicio per un buon funzionamento del ribozima all’interno 
delle cellule. 
 
Ribozimi extended: 
 
La preparazione del ribozima extended per coniugazione di un ribozima minimal e di 
una coda oligonucleotidica ha evidenziato una serie di problematiche sperimentali che 
sono state affrontate e risolte. 
L’efficace rimozione del cross linker SMCC (utilizzato in eccesso) dalla miscela dopo la 
reazione col gruppo NH2 alifatico primario del ribozima è cruciale per la buona riuscita 
della reazione di coniugazione con l’oligonucleotide tiolato. Se infatti cross linker libero 
persiste nella miscela di reazione, i gruppi SH degli oligonucleotidi possono reagire 
facilmente con i gruppi maleimmidici di questo, invece che con quelli già legati al 
ribozima. La rimozione del SMCC non reagito deve avvenire quindi in maniera 
efficiente ed anche rapida, per evitare che la reazione di idrolisi dei gruppi 
maleimmidici possa compromettere la buona resa dell’addizione al doppio legame.  
Durante una prima sintesi la rimozione delle specie a basso peso molecolare era stata 
effettuata con filtri Microcon 3000 MWCO effettuando filtrazioni e lavaggi con buffer. 
Dai cromatogrammi dei prodotti di reazione si è però osservata una resa molto bassa 
della coniugazione. 
Per questo motivo una seconda sintesi è stata condotta compiendo la rimozione del 
SMCC con filtrazioni più efficienti (filtri Microcon con un cut off maggiore) che hanno 
migliorato la resa del coniugato. 
Alla luce di questi risultati si può però ipotizzare che una rimozione dell’eccesso di  
cross linker mediante cromatografia di esclusione (Sephadex G50) potrebbe fornire 
risultati migliori. 
 
Le cinetiche condotte utilizzando i ribozimi extended in presenza di basse 
concentrazioni di ioni magnesio non hanno mostrato significative differenze in termini 
termini di v0 e kobs con quelle ottenute con i rispettivi ribozimi minimal. Questo dato 
dato necessita però di un’ulteriore conferma in quanto la resa della reazione di 
“elongazione” del ribozima non è stata elevata e quindi per la cinetica di taglio è stata 
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utilizzata una popolazione eterogenea contenente sia il ribozima minimal che quello 
extended. 
 
L’aver messo a punto di un efficiente metodo di coniugazione e purificazione potrà 
consentire di provare ad elongare in modo piuttosto semplice ogni ribozima minimal 
con diverse sequenze per individuare quelle modifiche che possono effettivamente 
potenziare l’attività catalitica in presenza di concentrazioni fisiologiche di Mg2+. 
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CONCLUSIONI: 
 
È stato sperimentato e ottimizzato un metodo per la progettazione, la sintesi, la 
purificazione e la caratterizzazione cinetica di un ribozima diretto contro l’mRNA di 
BIRC5 e BcL-2. La scelta di questi oligonucleotidi, ha consentito la verifica 
sperimentale di una metodologia per l’impiego dei ribozimi come strumenti di knock-
down genico nella regolazione dell’apoptosi cellulare. Tale metodologia può avere 
interessanti sviluppi con potenziali applicazioni in campo terapeutico e farmaceutico. 
Sei sono state le fasi descritte in questa tesi: 
 Progettazione 
 Sintesi 
 Deprotezione 
 Purificazione 
 Caratterizzazione cinetica in vitro 
 Sintesi ribozima extended 
 
In un ulteriore sviluppo di questa problematica scientifica, a queste fasi se ne dovranno 
aggiungere altre tre, non trattate in questo lavoro: 
 Progettazione di un opportuno sistema per veicolare il farmaco oligonucleotidico 
 Sperimentazione ex vivo 
 Sperimentazione in vivo 
 
Il metodo computazionale utilizzato per disegnare la sequenza del ribozima contro 
BIRC5 e BcL-2 si è rivelato altamente efficiente e ha consentito di sintetizzare una 
sequenza catalitica la cui attività di scissione è stata effettivamente dimostrata dallo 
studio cinetico effettuato. 
 
Come metodologia di sintesi di questi oligonucleotidi è stata usata la sintesi mediante la 
chimica delle fosforoamiditi, che consente l’incorporazione in specifiche posizioni di 
nucleotidi protetti chimicamente, nucleotidi radio-marcati (requisito importante per 
studi strutturali mediante NMR) o nucleotidi che presentano gruppi funzionali 
particolari (ad esempio per ancoraggio dell’oligonucleotide a superfici solide o per la 
coniugazione con cromofori e fluorofori). Tuttavia questo metodo richiede l’utilizzo di 
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apparecchiature sofisticate, inoltre i monomeri sono rapidamente deperibili e in 
definitiva molto costosi, derivano infatti da complessi protocolli di sintesi possibili solo 
in laboratori di chimica specializzati. 
 
La procedura messa a punto per la deprotezione e la purificazione di ribozimi ottenuti 
ha mostrato l’ulteriore vantaggio di fornire un considerevole recupero del prodotto di 
interesse con ottima purezza. 
 
Per la caratterizzazione del ribozima diretto contro gli mRNA di BIRC5 e BcL-2 sono 
stati fatti studi di cinetica, andando a modificare i rapporti tra ribozima e target e le 
concentrazioni di magnesio all’interno del buffer, che è un metallo importante per 
l’attività dell’oligonucleotide. L’attività del ribozima hammerhead è stata monitorata 
andando a fare prelievi della soluzione a determinati tempi e mettere questi prelievi in 
vial contenenti EDTA per bloccare il ribozima. Queste aliquote sono state analizzate in 
HPLC, che consente la quantificazione riproducibile e accurata di tutte le componenti 
della miscela di reazione (ribozima, target e prodotti di reazione). Infine, utilizzando il 
programma PRISM, abbiamo calcolato le velocità iniziali (V0) e le costanti (Kobs) di 
ogni cinetica. Questo sistema di indagine per la determinazione delle proprietà 
catalitiche dei ribozimi, è risultato un ottimo metodo, particolarmente efficace per 
valutare l’attività del ribozima prima dell’impiego in sistemi cellulari. 
 
Infine, abbiamo sintetizzato un ribozima extended, usando un protocollo che prevedeva 
prima l’attacco del ribozima di nostro interesse a un cross-linker e successivamente, 
dopo aver purificato questa soluzione, abbiamo fatto reagire questo nuovo composto 
(ribozima + SMCC) con un’altra piccola sequenza oligonucleotidica, il “tail”. Questo 
protocollo ha permesso di mettere a punto un metodo di coniugazione che in futuro 
potrà essere usato per altri ribozimi. Modificando il ribozima addizionandovi diverse 
code oligonucleotidiche si potranno evidenziare quelle sequenze in grado di 
condizionare la geometria del sito di taglio in modo da rendere il cleavage più 
efficiente. 
 
In definitiva, questa tesi di laurea ha consentito la sperimentazione, la messa a punto e 
l’ottimizzazione del processo che a partire dalla progettazione conduce all’ottenimento 
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di un ribozima hammerhead cataliticamente attivo. I risultati ottenuti, sono stati positivi 
ed hanno permesso di conseguire gli scopi prefissati. 
Questo lavoro ha consentito di consolidare un metodo che apre nuove possibilità nel 
panorama della selezione ad ampio spettro di ribozimi hammerhead. 
Si potrebbe in questo modo trovare risposta all’esigenza di ottenere, in tempi rapidi e a 
basso costo, molecole biologicamente attive in grado di indurre knock-down di 
specifiche funzioni geniche con importanti ricadute sia nel settore della ricerca 
investigativa sia nelle potenziali applicazioni terapeutiche. 
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